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意 蜂 工蜂 酸性 磷酸 酶 的 纯化 及 其 酶 学 特性 
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摘要 : 从 意 蜂 Apis mellifera 工蜂 体内 分 离 提 纯 酸 性 磷酸 酶 (ACPase，EC3.1.3.2), 并 对 其 性 质 进 行 了 研究 。 将 工蜂 酸性 磷酸 酶 
的 初 提 物 经 分 段 盐 析 、DEAE-Sepharose FF 离子 交换 层 析 及 Sephadex G-200 洲 胶 过 滤 等 纯化 步骤 ,得 到 经 窜 丙 烯 酰胺 凝 胺 电泳 为 
单一 蛋白 区 带 的 酶 液 。 提 纯 倍 数 为 77.24, 酶 液 比 活力 为 16.22 U/mg( 对 硝 基 玉 磷 酸 二 钠 作 底 物 )。 利 用 凝 胶 过 滤 法 测定 酶 的 
相对 分 子 质量 为 135. KD» SDS-PAGE 测定 酶 的 亚 基 相对 分 子 质 量 为 63.1 kD。 酶 的 等 电 点 为 4.46 和 4.79。 非 还 原 /还 原 (CNR7R) 
单 向 、 双 向 SDS-PAGE 显示 酶 分 子 含 有 链 内 二 硫 键 。 对 二 级 结构 圆 二 色谱 分 析 显 示 , 酶 分 子 中 tR 513.8496, pIE hn 
25.68 儿 ,无 规则 卷曲 占 56.34%。 氨 基 酸 组 成 分 析 结 果 表 明 , 酸性 磷酸 酶 约 含有 507 个 氨基 酸 残 基 , 富 仿 门 冬 氨 酸 残 基 。 
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Purification and characterization of acid phosphatase from the Italian honeybee. 


Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) 

JIANG Yan» LIU Ke-Wu'' > LEI Yuan-Cheng » SONG Xian-Li 1. Guizhou Academy of Sciences» Guiyang 550001; 
China; 2. College of Life Sciences» Sichuan University: Chengdu 610064; China) 

Abstract: Acid phosphatase CACPase, EC3.1.3.22 was isolated and purified from the Italian honeybee» Apis mellifera 
L.» and properties of the enzyme had been studied. Acid phosphatase was partially obtained from A. mellifera by 
homogenate: ammunium sulfate fractionation» chromatography with DEAE-sepharose FF and gel filtration with Sephadex 
G-200. The purified enzyme moved as a single electrophoretic band in PAGE. The purification multiple was 77.24; and 
the specific activity 16.22 U/mg with pNPP as its substrate. The molecular weight of ACPase was 135 kD determined 
with gel filtration and its subunit weight was 63.1 kD determined with SDS-PAGE. Isoelectric focusing study showed that 
pl values of the enzyme were 4.46 and 4.79. NR/R single and two dimensions SDS-PAGE indicated that the enzyme 
contained intrachain disulfide bond. Circular dichroism spectrum was investigated. and it was found that the proportion of 
o-helix: B-sheet and random coil in the enzyme was 13.8496. 25.68% and 56.34% respectively. Amino acid 
composition analysis showed that there were about 507 amino acids in the ACPase: with plenty of Asp. 
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磷酸 酯 键 在 活体 细胞 中 具有 非常 重要 的 功能 。 
它 参 与 贮存 和 传递 遗传 信息 , 运输 化 学 能 量 , TEES 
活性 和 信和 号 分 子 (Zaidi et al.» 1989: Neel and Tonks, 
1997)。 磷 酸 酶 能 够 作用 于 酯 键 并 俊 化 酯 键 断裂 , 属 
磷酸 水 解 酶 亚 类 。 依 据 磷 酸 酶 的 催化 底 物 不 同 ,可 
将 其 进一步 分 为 : 非特 异性 磷酸 酶 ,可 以 催化 水 解 几 
乎 所 有 的 磷酸 酯 键 ; E ARRI, BER E A AB AK 
为 底 物 CVincent et al . ,1992)。 非 特异 性 磷酸 酶 基于 
它们 作用 的 最 适 pH 又 可 被 分 为 碱 性 磷酸 酶 和 酸性 
磷酸 酶 (acid phosphatase» ACPase)。 碱 性 磷酸 酶 和 酸 


性 磷酸 酶 可 在 新 陈 代 谢 过 程 中 对 磷酸 根 进行 循环 利 
用 (Lohse et al . ,1995)。 

酸性 磷酸 酶 是 生物 体内 磷 代 谢 的 重要 酶 类 。 此 
眩 首 次 在 红细胞 中 发 现 ,除了 参与 磷酸 酯 的 代谢 外 ， 
还 参与 代谢 调节 、 能 量 转 换 以 及 信号 传导 等 重要 生 
命 活动 。 临 床上 将 血清 中 酸性 磷酸 酶 水 平 变 化 作为 
诊断 前 列 腺 癌 ( 尤 其 在 转移 至 骨 髓 后) 骨骼 疾病 、 血 
小 板 破 坏 过 多 、 肺 栓塞 等 疾病 的 重要 指标 ( 崔 福 生 ， 
1981)。 酸 性 磷酸 酶 存在 于 植物 根 的 表皮 或 叶 下 表 
面 ,或 由 根 分 泌 到 外 部 的 介质 中 。 在 磷酸 饥饿 条 件 
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下 ,植物 的 形态 解剖 及 生理 生化 方面 都 会 发 生 一 系 
列 变化 , 酸性 磷酸 酶 活性 的 升 高 也 是 一 项 重要 变化 
( Barrett-Lennard and Greenway, 1982; Sedenko and 
Zaitseva» 1984; O° Connel and Grove. 198$)。 同 时 这 种 
现象 在 微生物 中 也 是 存在 的 (Yoshida et al. ,1987)。 

酸性 磷酸 酶 在 上 自然界 中 分 布 很 广 , 从 低 等 生物 
到 高 等 动 植物 以 及 人 类 肝脏 .前列 腺 都 发 现 有 酸性 
VERE ES B TF TE C Antanaitis and Aisen» 1983; Andersson 
et al.» 1984: Ketcham et al.» 1985: Lau et al.» 1987; 
LeBansky et oj.，1992)。 目 前 人 们 对 这 些 生 物 组 织 
中 的 酸性 磷酸 酶 已 有 相当 广泛 的 研究 。 但 关于 昆虫 
类 特别 是 蜜蜂 的 酸性 磷酸 酶 研究 报道 较 少 。 我 们 对 
意 蜂 Apis mellifera L. 工 蜂 酸 性 磷酸 酶 的 酶 学 特性 进 
行 了 较 全 面 的 研究 , 该 结果 对 于 深入 探讨 蜜蜂 各 发 
育 阶段 代谢 活动 以 及 蜂 产品 的 诱导 调节 机 制 具 有 重 
要 意义 。 


1 材料 .试剂 和 仪器 


1.1 材料 及 试剂 

意 蜂 活体 工蜂 采 自 成 都 市 郊 养 蜂 厂 。DEAF- 
Sepharose FF. Sephadex G-200 和 Sephacryl S-300 为 
Pharmacia 公司 产品 ; 对 硝 基 求 磷酸 二 钠 CpNPP ) 为 
Merck 公司 产品 ; 丙烯 酰胺 和 B- 琉 基 乙 醇 (ME) 为 
Sigma 公司 产品 ; FF SOQUA ME Bc EUR 25 55 HET YS Ro 
为 Fluka 公司 产品 ; SDS-PAGE "P AT T Ej 88 EON 
.EiS1ETt^ET0 LR BR A RI PP d: NR/R 双向 电泳 低 
4T ERI S E129. Pharmacia 公司 产品 。 
1.2 仪器 

圆 二 色谱 测定 采用 JASCO J-500C 型 自动 记录 
分 光 偏 振 仪 。 氨 基 酸 分 析 末 用 日 立 835-50 型 氨基 
酸 快 速 分 析 仪 。 党 外 光谱 分 析 采 用 TU-1800 型 紫外 
可 见 分 光 光 度 计 。Beckmen Coulter 高 速 冷冻 离心 
机 , PHS-3B 雷 磁 精 密 pH 计 。 











2 方法 


2.1 酸性 磷酸 酶 的 分 离 纯 化 

2.1.1 酸性 磷酸 酶 粗 酶 液 的 制备 及 分 离 纯 化 : 酶 
的 提取 参考 江 球 等 (20017 和 陈 素 丽 等 (1997) 的 方法 
并 略 有 改进 。 活 体 工 蜂 经 匀 浆 , 盐 析 , 充分 透析 后 即 
为 粗 酶 液 。 

2.1.2. DEAE-XX HER SER E En: 将 上 述 粗 酶 液 上 
DEAE-Sepharose FF 柱 (2.5 em x 20 cm), 用 0.01 mol/L 


Tris-HCl Æ IRCE NaCl 0 ~ 0.5 mol/L2 £& ES BE Y 
脱 ,分 别 测定 蛋白 质 含 量 及 酸性 磷酸 酶 的 活性 。 合 
并 酶 活力 较 高 的 洗 脱 液 ,经 聚 乙 二 醇 <PEG )20000 浓 
缩 充分 透析 。 
2.1.3. 交 联 葡 聚 糖 凝 胶 柱 层 析 : 取 上 述 浓缩 透析 
后 的 酶 液 上 Sephadex G-200 柱 (1.8 em x 60 cm), 用 
0.01 mol/ L HAc-NaAc 缓冲 液 洗 脱 , 分 别 测 定 昌 白质 
含量 及 酸性 磷酸 酶 的 活性 ,合并 酶 活力 较 高 的 洗 脱 
液 ,浓缩 透析 。 纯 化 的 酸性 磷酸 酶 用 于 电 访 及 酶 学 
性 质 测定 。 
2.1.4 酶 活性 测定 : 参照 Orlando 等 (1993) 方 法 。 
以 pNPP 为 底 物 , 以 每 小 时 催化 释放 1 umol/L 对 硝 基 
ERIRE EXA 1 个 活力 单位 。 
2.1.5 和 掉 白 质 浓度 测定 : 按照 Lowry 等 (1951) 方 法 
进行 。 
2.1.6 纯度 鉴定 : 参照 何 忠 效 和 张 树 政 (1999) 中 聚 
丙烯 酰胺 凝 胶 电 汶 (PAGE) 方 法 ,分 离 胶 7.5% , 浓缩 
胶 3.7590; SDS-PAGE 的 方法 ,分 离 胶 12%., TR Af RE 
395, EHRE BK, 5 HEREDES Ro 染色 。 
2.2. 酸性 磷酸 酶 相对 分 子 质量 的 测定 
2.2.1 表 观 相对 分 子 质量 测定 : 应 用 Sephacryl S- 
300 柱 CAKTA FPLC 系统 ) 测 定 酸性 磷酸 酶 的 相对 分 
子 质 量 ( 张 龙 翔 等 , 1981)。 
2.2.2” 亚 基 相 对 分 子 质量 测定 : 采用 SDS-PAGE W 
定 蛋 白质 亚 基 相对 分 子 质量 。 浓 缩 腕 浓度 为 3%， 
4T ES EYKR BE 7] 1290, 垂直 板 型 电泳 , 考 马 斯 亮 蓝 Ro 
染色 。 
2.3 ”酸性 磷酸 酶 等 电 点 的 测定 

按照 夏 其 昌 (1999) 等 电 聚 焦 法 , RREH 
7.5%, APR 296 f] Almpholine 《pH 3.5 ~ pH 10)。 
2.4 酸性 磷酸 酶 的 NR/R 单 向 和 双向 SDS-PAGE 
2.4.1 NR/R 单 向 SDS-PAGE: 在 LaemmliC 19702 77 
法 的 基础 上 进行 , 即 两 份 同一 样品 分 别 经 还 原 ( 含 B- 
琉 基 乙醇 ) 和 非 还 原 ( 不 含 B- 琉 基 乙 醇 ) 的 样品 处 理 
液 在 室温 下 处 理 1 hb, 在 同一 块 胶 上 进行 SDS-PAGE: 
并 比较 电泳 结果 。 
2.4.2. NR/R 双 同 SDS-PAGE: 参考 王 洪 容 等 (1995) 
的 方法 进行 ,两 相 电 沪 均 采用 含有 浓缩 胶 和 分 离 胶 
的 不 连续 电泳, 浓缩 胶 浓 度 为 5%。 电 泳 结束 后 用 
考 马 斯 亮 蓝 R 染色。 
2.5 圆 二 色谱 分 析 

参考 孙 案 荣 和 李 玉 民 (1991) 及 重子 贤 等 (1987) 
方法 进行 。 按 Chen-Yang 法 CChen et al.，1974) 处 理 
圆 二 色谱 数据 ,得 出 二 级 构象 的 百 分 含 量 。 
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2.6 和 氨基酸 组 成 分 析 
用 日 立 835-50 型 高 速 氨基 酸 分 析 仪 测定 。 


3 结果 


3.1 酸性 磷酸 酶 的 提纯 
经 DEAE 柱 层 析 洗 脱 后 , 可 得 多 个 重 白 峰 和 一 


个 主要 的 酶 活力 峰 。 在 经 Sephadex G-200 柱 层 析 
后 ,可 得 两 个 后 白峰 , 其 中 只 有 一 个 和 后 白峰 表现 出 酸 
性 磷酸 酶 活力 。 测 定 酶 分 离 提纯 各 步 的 总 和 蛋白、 总 
活力 ,并 据 此 计算 比 活 、 回 收 率 和 纯化 倍数 ,结果 见 
表 I。 经 各 步 分 离 纯化 后 ,获得 比 活 力 16.22, 纯化 
倍数 为 77.24 的 酸性 磷酸 酶 液 。 


R1 意 蜂 工蜂 酸性 辜 酸 酶 的 纯化 结果 
Table 1 Purification of the ACPase extract from the Italian worker bee 


总 ^ 总 
纯化 步骤 i &H : 
ecd Total volume Total protein 
Purification step mL) eng) 
^] 3 Homogenate 78 2702.7 
酸 处 理 Acid treatment 75 2 421.00 
CNH, 上 清 ; 
H, 3250, ER 60 1794.10 
Saturated supernatant 
(NH, it 
(Ha ,50, EWA 56 570.88 
Salting-out C NH; 2; SQ, 
DEAE 柱 层 析 ig wei 
DEAE-Sepharose FF column 
Sephadex G-200 柱 层 析 " is 


Sephadex 6-200 column 


3.2 ”酸性 磷酸 酶 的 纯度 鉴定 

由 Sephadex G-200 柱 纯化 的 酶 液 经 聚 两 炳 酰胺 
SER BIKA SDS RAAM Rc se oz FR 3k 2r vr 用 考 马 
斯 亮 蓝 Ra 染色 , 均 显 现 单一 皇 白 区 带 , 证 明 该 酶 已 
达到 电泳 纯 ( 图 1, 图 2)。 





图 ] EH I EEH E TENN ADU BEBOSUBE re ok ELS 
Fig. 1 PAGE of ACPase in the Italian worker bee 
1. 粗 品 Homogenate: 2. 提纯 后 样品 Purified sample. 


3.3 ”酸性 磷酸 酶 的 相对 分 子 质量 测定 

3.3.1 表 观 相对 分 子 质量 : 用 Sephacryl S-300 ft 
(AKTA FPLC 系统 ) 汕 定 酸 性 磷酸 酶 的 相对 分 子 质 
E. BEBRRPRPRIRCVO 120 mL, 外 水 体积 ( yo ) 为 
43.43mL. E2 TE B E2 B B] DG in PR C Ve 7971.84 


总 活力 比 活 纯化 倍数 
请 a 回收 率 rna 
Total activity Specific activity i Purification 
Yield ( 96) : 
CU (U/mg) multiple 
507.64 0.21 100 1.0 
402.00 0.22 82.02 1.05 
282.27 0.49 55.60 2.33 
257.34 2.44 50.69 11.62 
198.75 16.22 39.15 71.24 





图 2 意 蜂 工蜂 酸性 磷酸 酶 的 SDS-AE PUR BUSERSE OK Bd 
Fig. 2 SDS-PAGE of ACPase in the Italian worker bee 

1. 匀 奖 后 样品 Homogenate: 2. 酸 处 理 后 样品 Acid treatment 

fractions 3. 盐 析 后 样品 Salting-out fraction: 4. DEAE- Sepharose TE Dt 

脱 后 样品 DEAE-Sepharose fraction: 5. Sephadex G-200 柱 提纯 样品 

Sephadex G-200 fraction. 


mL。 计 算 有 效 分 配 系数 (Kav), 根据 标准 曲线 (图 3) 
计算 酸性 磷酸 酶 的 相对 分 子 质量 为 135 kD- 

3.3.2. 亚 基 相对 分 子 质 量 : 经 SDS-PAGE 呈现 为 一 
条 区 带 ( 图 4), 计算 得 出 酸性 磷酸 酶 的 亚 基 相 对 分 
子 质 量 为 63.1 kD- 
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图 3 HERTEN E IREM Ra TEE 
Fig. 3 Molecular weight determination of 
ACPase on sephacryl $-300 
1. 细胞 色 索 Cytochromes 12.5 kD: 2. MAAA Albumin, 68 kD: 3. 
MESAR Aldolase, 158 kD: 4. 过 氧化 物 酶 Karalase, 240 kD: 5. 酸性 
BEESBS ACPase. 


M S 
-———— 


4 at 


5. wid 


6 w 





图 4 RUEISEHEPPENPEREEO SDS-PAGE At 
Fig. 4 SDS-PAGE of ACPase in the Italian worker bee 
M: NES A Marker: S: 酸性 构 酸 酶 样品 ACPase sample: 1. BRS 
化 酶 b Phosphorylase b (94 kD); 2. 4 ILF A ÆA Albumin (67 kD); 
3. MAEA Ovalbumin (43 kD): 4. Bk EET BS Carbonic anhydrase 
(30 kD): 5. 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 Trypsin inhibitor (20.1 kD2: 6. o-3LT& 
ÆA o-lactalbumin (14.4 kD). 


4.46 4.79 
V 


——— we Ce 





图 5 AiE IHE iE m engi EL AERE FIN 
Fig. 5 Isoelectric focusing of ACPase in the Italian worker bee 


3.4 酸性 磷酸 酶 的 等 电 点 
经 盘 状 等 电 聚 焦 电 泳 , 考 马 斯 亮 蓝 Rs 染色 后 


呈现 出 两 条 区 带 ( 图 5), 由 标准 曲线 得 出 酸性 磷酸 
酶 的 等 电 点 pl (829 4.79 和 4.46。 


3.5 酸性 磷酸 酶 的 NR/R 单身 SDS-PAGE 

将 两 份 同 一 酸性 磷酸 酶 样品 经 还 原 和 非 还 原 处 
理 后 ,在 同一 块 腕 上 进行 SDS-PAGE。 由 图 6 可 见 ， 
经 非 还 原 处 理 后 的 样品 较 还 原 处 理 后 的 样品 迁移 距 
离 更 大 ,表明 其 分 子 内 含有 二 硫 键 。 
3.6 ”酸性 磷酸 酶 的 NR/R 双向 SDS-PAGE 

酸性 磷酸 酶 的 NRAR XLU SDS-PAGE 见 图 7。 由 
图 7 可 见 , 牛 血清 和 白 蛋 和 白 因 分 子 内 有 链 内 二 硫 键 而 
位 于 对 角 线 上 方 ;酸性 磷酸 酶 样品 位 于 对 角 线 上 方 ， 
因此 也 含有 链 内 二 硫 键 。 





图 6 意 蜂 工蜂 酸性 磷酸 畴 的 NR/R SDS-PAGE EI TR 
Fig. 6 NR/R SDS-PAGE of ACPase in the Italian worker bee 
NR: JEER Non-reductive: R: ÆR Reductive: S: 样品 Sample: B: 
RME BI Xr Brochlorophenol blue. 


NR SDS-PAGE ———— 
1 28 3 4 5 6 





*—— 3DVd-SQS A 





图 7 IERRA NR/R 双向 SDS-PAGE Eli 
Fig. 7 NR/R two-dimensional SDS-PAGE of ACPase 
in the Italian worker bee 
1. BEES (LBS Phosphorylase bC94 kD); 2. 4 fifi AEA Albumin (67 
kD): 3. MAA Ovalbumin (43 kD): 4. BK E$ HT BS Carbonic 
anhydrase (30 kD): 5. RÆ A SHIT BI 0] Trypsin inhibitor (20.1 kD); 
6. o-L T8 & Él o-Lactalbumin (14.4 kD); S: 样品 Sample. 
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3.7 ”酸性 磷酸 酶 的 圆 二 色谱 分 析 结 果 
图 8 为 酸性 磷酸 酶 的 圆 二 色谱 图 谱 , 可 见 酸性 

磷酸 酶 样品 在 210 nm 有 一 负 峰 ,214 nm 和 221 nm 
附近 各 有 一 组 较 小 的 肩 峰 。 按 Chen-Yang 法 CChen 
et ol .，1974) 可 计算 出 , 酸性 磷酸 酶 中 含有 a- 螺旋 
13.84% B- Æ 25.6896 > JG XR RU] AS H 56.34% o 
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Els 意 蜂 工蜂 酸性 磷酸 酶 的 圆 二 色谱 图 谐 
Fig. 8 Circular dichroism spectrum of ACPase 


in the Italian worker bee 
3.8 ”酸性 磷酸 酶 的 氨基 酸 组 成 
由 表 2 可 见 , 酸性 磷酸 酶 由 约 507 个 氨基 酸 残 
基 (CTrp 除外 ?组 成 , 其 中 门 冬 氮 酸 含量 最 高 ( 注 : 色 
氛 酸 末 作 测定 ), 异 亮 氨 酸 食量 也 较 高 , MARA P 
硫 氨 酸 相 对 较 少 。 





表 2 意 蜂 工蜂 酸性 磷酸 酶 的 氨基 酸 组 成 
Table2 Amino acid composition of ACPase 


in the Italian worker bee 





Ram. m CU D wap OH em 

Amino acid Contents Residue e Contents Residue 

(mg/100 g) number (mg/100 g) number 
Ásp 11 52 Ile "Ter 34 
Thr 5.9 31 Leu 9.4 45 
Ser 4.9 29 Tyr 4.3 15 
Glu 8.4 36 Phe 6.2 24 
Gly 3:3 45 Lys 8.4 36 
Ala 6.0 42 His 3.4 14 
Val 2.3 12 Arg 6.0 22 
Cys Tel 38 Pro 3.6 20 
Met 2.9 12 Total 102.2 507 








注 : Tp 被 HO 水 解 未 被 检测 到 。 
Note: The sample was hydrolyzed by HCl: and Trp was destroyed: so no Trp 
was detected. 


4 讨论 


酸性 磷酸 酶 是 来 自 基因 结构 不 同 的 一 组 同 工 
Es: 前 列 腺 酸性 磷酸 酶 、 溶 酶 体 酸性 磷酸 酶 、 红 细胞 
酸性 磷酸 酶 和 巨 噬 细 胞 酸性 磷酸 酶 。 在 本 实验 过 程 
中 ,Sephadex G-200 柱 洗 脱 有 2 TEAR, 其 中 一 个 
有 酸性 磷酸 酶 活性 ,初步 判断 工蜂 体内 酸性 磷酸 酶 
无 同 工 酶 。 酸 性 磷酸 酶 分 为 高 分 子 量 酸性 磷酸 酶 和 
低 分 子 量 酸性 磷酸 酶 , 是 基于 其 在 催化 过 程 中 形成 
磷酸 酶 蛋白 中 间 过 渡 体 时 , 磷酸 化 位 点 的 不 同 而 区 
分 的 。 其 分 子 大 多 含有 两 个 分 子 量 相同 的 亚 基 
(Orlando et al . ,1993)。 本 实验 分 离 的 酸性 磷酸 酶 相 
对 分 子 质量 为 135 kD, 亚 基 相 对 分 子 质 量 63.1 kD, 
推测 该 酶 含有 两 个 分 子 量 相同 的 亚 基 。 已 往 研 究 表 
明 ,酸性 磷酸 酶 多 为 单个 离子 结合 的 糖 和 蛋白 (Vincent 
and Averill，1990; Ek-Rylander et al.» 19912. pI 值 一 
RETE 4.5 ~ 7.0 范围 (Zhang and van Etten» 1990; 
Wannet et a1..20000. Z&SCUS A ES $00] T EE ER TE E 
酸 酶 有 两 个 pI (BL. WH VAR TEE RES 07g — HUNE SR 
Él. TLEERUXI raj 20032 E20 45 ERE BH 2E KARAN 
工蜂 酸性 磷酸 酶 的 功能 基 团 。 我 们 采用 20 世纪 70 
年 代 发 展 起 来 的 NR/R 单 同 、 双 同 对 角 线 SDS-PAGE 
的 方法 ,直观 的 分 析出 酸性 磷酸 酶 分 子 内 存在 链 内 
二 硫 键 。 这 一 结果 将 有 助 于 进一步 研究 半 脱 氨 酸 残 
基 在 酶 分 子 内 的 空间 构象 及 酶 分 子 的 立体 结构 。 

目前 对 酸性 磷酸 酶 的 研究 己 较 为 普遍 ,但 对 其 
二 级 结构 的 研究 报道 较 少 。 陈 江 野 等 (1990) 运 用 
Chou 与 Fasman 77 1; 9j fil JE FP 4 TT EE BER T t R 
酶 圆 二 色谱 , 并 推测 其 二 级 结构 中 o ER E. p-ERK 
无 规则 卷曲 的 比例 关系 , 发 现 酸 性 磷酸 酶 中 无 规则 
卷曲 所 占 比 例 最 大 ,在 50% 以 上 。 我 们 用 Chen-Yang 
法 对 意 蜂 工蜂 酸性 磷酸 酶 圆 二 色谱 分 析 , 推测 酶 分 
子 的 二 级 结构 也 获得 同样 结果 。 
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